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RESUMO 
 
Este estudo teve como objetivo investigar o papel das enzimas DNA metil transferases 
1, 3a e 3b (sendo a DNMT1 responsável por manter o padrão de metilação após cada ciclo de 
replicação do DNA e a DNMT3a e 3b estão envolvidas na adição de grupos metil ao DNA 
que não tenha sido previamente metilado) no comportamento biológico da queilite actínica 
(lesão potencialmente malignizável), carcinoma epidermóide de lábio (lesão maligna) e da 
mucocele (lesão não neoplásica),  por meio da reação de imuno-histoquímica. Assim, trinta 
casos de queilite actínica (QA), trinta casos de carcinoma epidermóide de lábio (CEL) e vinte 
casos de mucocele (MUC) foram selecionados a partir de arquivos do Laboratório de 
Patologia Bucal e do Serviço de Anatomia Patológica da Universidade Federal de Santa 
Catarina e submetidos à reação de imuno-histoquímica pelo método da streptavidina-biotina-
peroxidase para a avaliação das enzimas DNMT1, DNMT3a e DNMT3b. A avaliação da 
imunorreatividade foi realizada por 1 examinador, avaliando os núcleos e citoplasmas 
negativos e positivos e os resultados submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Apresentando 
como resultados: DNMT1 maior imunorreatividade nuclear nos casos de CEL (68,6% 
±29,5%), quando comparado com a MUC (47,0% ±33,3%); DNMT3a mostrou maior 
imunorreatividade nuclear e citoplasmática nos casos de QA (35,9% ±31,3%) comparados a 
MUC (4,4% ±5,2%) e CEL (8,8% ±22,9%); DNMT3b apresentou maior imunorreatividade 
nuclear nos casos de CEL (70,9% ±29,4%) quando comparados a MUC (37,9% ±34,2%) e 
QA (44,0% ±29,0%). Com os resultados observa-se que o aumento da expressão destas 
enzimas pode estar relacionado com a carcinogênese labial induzida pela radiação solar, seja 
na sua fase pré-maligna de QA (DNMT1 e DNMT3a) ou no CEL já instalado (DNMT1 e 
DNMT3b). 
 
Palavras-chave: Metilação de DNA, Queilite, Carcinoma. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
 
This study aimed to investigate the role of DNA methyl transferase enzymes 1, 3a and 
3b (the DNMT1 is responsible for maintaining the methylation pattern after each DNA 
replication cycle and DNMT3a and 3b are involved in the addition of methyl groups to DNA 
which has not been previously methylated) in the biological behavior of actinic cheilitis (pre-
malignant lesion), squamous cell carcinoma of the lip (malignant lesion) and mucocele (non-
neoplastic lesion), by immunohistochemical reaction. Thus, thirty cases of actinic cheilitis 
(QA), thirty cases of squamous cell carcinoma of the lip (CEL) and twenty cases of mucocele 
(MUC) were selected from files of the Oral Pathology Laboratory and Pathology Service of 
the Federal University of Santa Catarina and submitted to immunohistochemical reaction by 
the method streptavidin-biotin-peroxidase for the evaluation of the enzymes DNMT1, 
DNMT3B and DNMT3a. The evaluation of immunoreactivity was performed by one 
investigator, assessing the positive and negative nuclei and cytoplasm, and the results 
submitted to the Kruskal-Wallis test. Introducing the following results: DNMT1 showed 
higher nuclear immunoreactivity in CEL cases (68.6% ± 29.5%) compared to MUC (47.0% ± 
33.3%); DNMT3a showed higher nuclear and cytoplasmic immunoreactivity in QA (35.9% ± 
31.3%) compared to MUC (4.4% ± 5.2%) and CEL (8.8% ± 22.9%) ; DNMT3b presented  the 
higher nuclear immunoreactivity in CEL cases (70.9% ± 29.4%) when compared to MUC 
(37.9% ± 34.2%) and QA (44.0% ± 29.0%). The increased expression of these enzymes may 
be related to lip carcinogenesis induced by solar radiation, either in its premalignant phase QA 
(DNMT1 and DNMT3a) or already installed CEL (DNMT1 and DNMT3B). 
 
Keywords: DNA Methylation, Cheilitis, Carcinoma. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A queilite actínica (QA) ou queilite solar é uma doença considerada potencialmente 
malignizável, ou seja, doença com risco eminente de crescimento celular descontrolado e 
transformação em neoplasia maligna – mais especificamente o carcinoma epidermóide de 
lábio (CEL) - que acomete a semimucosa (vermelhão) labial inferior e resulta de exposição 
crônica e prolongada à radiação ultravioleta (UV) (MARTÍNEZ, BRETHAUER et al., 2005; 
CURY, FURUSE et al., 2007). A QA acomete normalmente pacientes do gênero masculino, 
etnia leucoderma, em faixa etária entre sexta a sétima décadas de vida e caracteriza-se por 
alterações clinicamente detectáveis como atrofia e ressecamento da semimucosa labial, 
escurecimento ou perda de nitidez da linha mucocutânea, descamação constante e até a 
formação de áreas ulceradas (MARKOPOULOS, ALBANIDOU-FARMAKI E KAYAVIS, 
2004).  
 É sabido que a exposição à radiação ultravioleta (UV) pode levar a alterações 
genotípicas e fenotípicas nas células epiteliais, algumas consideradas alterações pré-malignas 
e genericamente chamadas de atipias ou displasias epiteliais (OUHTIT, MULLER et al., 
2000). Sabe-se que tais displasias epiteliais estão associadas a um aumento de 10% a 20% do 
risco para desenvolvimento de CE a partir de lesões potencialmente malignizáveis (DOS 
SANTOS, DE SOUSA et al., 2003). 
 O CE corresponde a 90% a 95% dos casos de neoplasias malignas da boca 
(TEIXEIRA, ALMEIDA et al., 2009). Excluindo-se o câncer de pele, o CE bucal pode ser 
considerado o câncer mais comum da região de cabeça e pescoço (DAHER, PEREIRA et al., 
2008). No Brasil, a incidência do CE bucal é uma das mais altas do mundo (DEDIVITIS, 
FRANÇA et al., 2004). O Ministério da Saúde - Instituto Nacional do Câncer, por meio da 
publicação Estimativa 2014, estimou a ocorrência de 15.290 casos novos de câncer na 
cavidade oral, sendo 11.280 casos novos em homens e 4.010 em mulheres (BRASIL, 2014). 
 Entre os CE, aqueles localizados no lábio (CEL) configuram uma doença de grande 
importância no Brasil, um país tropical que possui elevada incidência de radiação ultravioleta 
(UV) (SENA, COSTA et al., 2010) e onde a população sofre constante exposição solar tanto 
na área rural, quanto em áreas urbanas, devido principalmente à sua ocupação profissional 
(PRADO E PASSARELLI, 2009). Segundo Kornevs et al.(2005) o CEL corresponde a 30% 
das neoplasias malignas da boca nas regiões tropicais, inicia-se como um processo crônico 
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causado pela exposição contínua à luz solar (radiação UV) e normalmente é precedido de uma 
QA (BERNER, JEUNON et al., 2007). As características clínicas do CEL são variáveis, 
dependendo do estágio em que a lesão se encontra. As lesões iniciais aparecem sob a forma de 
uma úlcera crônica que não cicatriza, ou como uma lesão exofítica, que, ocasionalmente 
possui uma natureza verrucosa (REGEZI, SCIUBBA et al., 2008). 
 A oncogênese ou desenvolvimento das neoplasias malignas em geral, envolve 
basicamente o acúmulo de mutações gênicas com perda do controle do crescimento celular 
(PARISE, 2000). Duas classes de genes que sofrem mutações estão envolvidas no câncer: os 
proto-oncogenes e os genes supressores tumorais (LODISH, BERK et al., 2005). Os proto-
oncogenes estão diretamente relacionados com o controle do crescimento celular e, quando 
alterados por mutações, translocações e amplificações, são chamados de oncogenes, pois 
promovem o crescimento celular independente de qualquer controle (CONTRAN, KUMAR et 
al., 1991; PARISE, 2000). Um oncogene codifica uma proteína (oncoproteína) que pode 
diferir ou não da proteína normal codificada pelo proto-oncogenes correspondente. Neste 
último caso o efeito oncogênico é resultado da produção de níveis acima do normal, ou da 
expressão dessa proteína em células onde não seria produzida normalmente (LODISH, BERK 
et al., 2005). 
 Os genes supressores tumorais codificam proteínas que de alguma forma impedem ou 
reduzem a proliferação celular. A sua inativação contribui para o crescimento celular 
desregulado, por resultar em uma diminuição nas proteínas inibidoras do crescimento 
(PARISE, 2000; LODISH, BERK et al., 2005; MEHROTRA E YADAV, 2006). Há cinco 
grandes classes de proteínas expressas por genes supressores tumorais: proteínas 
intracelulares que regulam ou inibem a progressão para um estágio específico do ciclo celular; 
receptores ou transdutores de sinais que inibem a proliferação celular; proteínas de verificação 
(pontos de controle) que travam o ciclo celular caso haja anormalidade cromossômica; 
proteínas que promovem a apoptose e enzimas que participam do reparo do DNA (LODISH, 
BERK et al., 2005). 
 No entanto, a oncogênese não é resultado somente do mecanismo de mutação gênica, 
mas também de alterações epigenéticas.  As alterações epigenéticas são aquelas que 
modificam os padrões de expressão gênica sem afetar a sequência do DNA primário. 
Envolvem tanto a perda quanto o ganho de metilação de DNA, bem como modificações das 
histonas. Estas alterações podem iniciar a proliferação das células durante os estágios iniciais 
da transformação maligna. A hipermetilação de genes resulta no seu silenciamento enquanto a 
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hipometilação resulta no aumento da sua transcrição. Após a metilação, o produto do gene 
não é produzido, embora a sequência do DNA seja mantida (EGGER, LIANG et al., 2004; 
BAYLIN E OHM, 2006; HA E CALIFANO, 2006). 
 A metilação do DNA é uma modificação química covalente, que resulta da adição de 
um grupo metil (CH3) no carbono 5 do anel citosina, reação esta que interfere na organização 
da cromatina e na expressão do gene (MIRANDA E JONES, 2007; JONES E LIANG, 2009). 
Essa modificação ocorre nas ilhas CpG, que são sítios do DNA ricos em nucleotídeos CG 
(Citosina e Guanina), localizados dentro de regiões promotoras de quase metade de todos os 
genes dos mamíferos, que geralmente não estão metiladas. A metilação dessas regiões está 
associada com perda de função do gene, por meio da inativação da transcrição, o que pode 
promover uma vantagem às células neoplásicas (JONES E BAYLIN, 2002; EGGER, LIANG 
et al., 2004). Estas modificações têm sido encontradas durante os estágios iniciais da 
oncogênese (EGGER, LIANG et al., 2004; ZHU, HUANG et al., 2007).  
 Esse processo é realizado por 3 enzimas denominadas DNA metiltransferases 
(DNMT): DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (BAYLIN, 2002; JONES E BAYLIN, 2002; 
SAWADA, KANAI et al., 2007). A primeira delas, DNMT1, é responsável por manter o 
padrão de metilação após cada ciclo de replicação do DNA, utilizando o padrão presente na 
fita-mãe. Após cada divisão celular, apenas uma das fitas de DNA possui radicais metil, que é 
a fita proveniente da célula-mãe. A enzima DNMT1, por sua vez, realizará a metilação da 
segunda fita, exatamente nas regiões em que o radical metil encontra-se na fita-mãe. Em 
células normais essa enzima é responsável pela manutenção do padrão preciso de metilação 
durante a mitose. As DNMT3a e DNMT3b estão envolvidas na adição de grupos metil ao 
DNA que não tenha sido previamente metilado, processo denominado de metilação de novo 
(BIRD, 1999; ZHU, HUANG et al., 2007).  
De acordo com Zhu et al., 2007, a sobre-expressão da DNMT1 leva a um padrão de 
metilação descontrolado no genoma e em muitos genes supressores de tumor. O papel da 
metilação do DNA e a expressão das enzimas DNMTs têm sido estudados tanto em tecidos 
neoplásicos quanto nas lesões precursoras de câncer em diversos órgãos. 
 Robertson et al.(1999) investigaram o padrão de expressão de RNAm de DNMT1, 
DNMT3a e DNMT3b em tecidos neoplásicos de bexiga, cólon, rim e pâncreas, bem como em 
tecidos normais adjacentes a essas lesões. Como resultado verificaram significativa sobre-
expressão de DNMT3b nas neoplasias, enquanto DNMT1 e DNMT3a foram apenas 
moderadamente sobre-expressas e com uma frequência menor (ROBERTSON et al., 1999). 
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 Ogi et al.(2002) detectaram a presença de genes metilados em 67 de 96 casos (70%) 
de carcinoma epidermóide (CE). Os achados indicaram, ainda, que não apenas um, mas 
múltiplos genes estavam aberrantemente metilados e que tal alteração poderia ser um útil 
marcador molecular para predizer o prognóstico dos pacientes (OGI et al., 2002). 
 A expressão imuno-histoquímica das enzimas DNMT1 e DNMT3a foi investigada por 
Choi et al.(2003) em tecido hepático normal, nódulos cirróticos, nódulos hepáticos displásicos 
e em hepatocarcinomas iniciais e avançados de 59 pacientes. Os autores verificaram que 
71,2% dos tecidos normais não apresentavam imunorreatividade nuclear para DNMT1. Em 
relação à DNMT3a, nenhuma imunorreatividade nuclear foi detectada nos casos de tecido 
normal ou com displasia leve. A positividade para ambas as enzimas foi progressivamente 
aumentando quando os tecidos pré-neoplásicos e neoplásicos foram avaliados. Os dados 
sugerem que a expressão da DNMT1 e DNMT3a nuclear tem importante papel nos estágios 
precoces da hepatocarcinogênese (CHOI et al., 2003). 
 Arai et al.(2006) analisaram a presença de metilação de múltiplas ilhas CpG em 
tecidos tumorais e perilesionais (histologicamente normais) de 94 pacientes com carcinoma 
renal e em amostras de tecido renal normal de 16 pacientes sem envolvimento renal. O 
acúmulo de metilação foi observado em tecidos perilesionais obtidos de pacientes com tumor 
renal, mas não nas amostras de tecido não neoplásico, indicando que a hipermetilação do 
DNA pode revelar tecidos que estejam em estágio pré-canceroso (ARAI et al., 2006). 
 Sawada et al.(2007) examinaram, por imuno-histoquímica, a expressão de DNMT1 
em 161 amostras de CE cervical e de lesões precursoras, de 49 pacientes. A 
imunorreatividade nuclear foi significativamente mais elevada nas neoplasias, quando 
comparada com o tecido histologicamente normal. A expressividade da enzima foi superior 
nas lesões precursoras classificadas como de alto grau e nos CE micro-invasivos, reduzindo 
nos carcinomas invasivos. Este resultado sugere que a sobre-expressão da DNMT1 foi um 
evento precoce da oncogênese. Além disso, os autores compararam os níveis de DNMT1 com 
o de PCNA (antígeno nuclear de proliferação celular) e não encontraram uma correlação, o 
que permite concluir que a sobre-expressão da enzima não resulta do número elevado de 
células em divisão durante a progressão da lesão (SAWADA et al., 2007). 
 Zhu et al.(2007) estudaram a expressão imuno-histoquímica da DNMT1 em 48 
pacientes com CE colo-retal, tanto no tecido tumoral, quanto no normal adjacente à lesão. A 
porcentagem de células mostrando positividade nuclear nos tumores (75,3%) foi 
significativamente maior do que no tecido normal (39%). Imunorreatividade superior foi 
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encontrada nos carcinomas, enquanto nenhuma ou fraca reatividade foi identificada na 
mucosa normal (ZHU et al., 2007). 
 Nandakumar et al. (2011), por meio do estudo na exposição de ratos a radiação UVB, 
observaram maior taxa de metilação na pele irradiada em comparação com a pele não 
irradiada, comprovando que este tipo de radiação estimula a metilação do DNA nas células 
epiteliais da pele (NANDAKUMAR et al., 2011). 
 Nosso grupo de trabalho investigou recentemente as DNMTs 1, 3a e 3b em CEs 
intrabucais (lesão maligna) e leucoplasias bucais (lesão potencialmente malignizável), 
encontrando uma maior incidência da imunorreatividade nuclear para DNMT3a nos casos de 
CE bucal (39,9%), quando comparado ao epitélio normal (22,6%).  Além disso, detectou-se 
uma significativa associação entre esta enzima e o uso de álcool e uma associação inversa 
entre DNMT1 e tabagismo (DANIEL, RIVERO et al., 2010).  
 Tendo em vista a ausência de pesquisas que correlacionem a epigenética e a 
fotocarcinogênese em lábio e os poucos trabalhos que tratam da carcinogênese induzida pela 
radiação UV na pele, esse é o primeiro trabalho que teve como objetivo investigar o papel das 
DNMTs no processo de carcinogênese labial. 
  Desta forma, os pesquisadores pretenderam estudar o perfil imuno-histoquímico destas 
três enzimas em QAs (lesão potencialmente malignizável) e CELs (lesão maligna) em 
comparação com epitélio não neoplásico oriundo de fragmentos de mucocele (MUC), pois um 
melhor entendimento das alterações moleculares que ocorrem nestas lesões durante os 
estágios de displasia epitelial e carcinoma invasivo pode aumentar as possibilidades de se 
detectar a progressão maligna a partir das lesões precursoras. O desenvolvimento de 
marcadores celulares para diferenciar as lesões que apresentem maior propensão para esta 
progressão poderá auxiliar o profissional na conduta frente a tais lesões (REIBEL, 2003; 
SILVERMAN, EVERSOLE et al., 2004). 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
 O objetivo desta pesquisa foi estudar e comparar a expressão imuno-histoquímica das 
três enzimas DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b) em QAs, CELs e 
MUCs, bem como verificar se há relação entre a sua imunorreatividade com a agressividade. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
- Avaliar a expressão imuno-histoquímica das DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3a e 
DNMT3b) no núcleo e citoplasma das células epiteliais presentes nas QAs; 
- Avaliar a expressão imuno-histoquímica das DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3a e 
DNMT3b) no núcleo e citoplasma das células neoplásicas presentes nos CELs; 
- Comparar a expressão imuno-histoquímica das DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3a 
e DNMT3b) em MUCs, QAs e CELs; 
- Relacionar a expressão imuno-histoquímica destas enzimas com a grau de displasias nas 
QA; 
- Relacionar a expressão imuno-histoquímica destas enzimas com a gradação histológica dos 
CELs. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Delineamento do estudo 
 Estudo observacional descritivo, retrospectivo. 
3.2 Aspectos Éticos 
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética na Pesquisa em Seres 
Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina sob protocolo 2274 (ANEXO 
A). 
3.3 Seleção do material de estudo 
As amostras de tecidos estudadas foram selecionadas no arquivo de casos do Laboratório 
de Patologia Bucal da UFSC (LPB-UFSC) e Serviço de Anatomia Patológica do Hospital 
Universitário/UFSC (SAP HU-UFSC) oriundas de biópsias. 
Foram selecionados 80 casos, por conveniência, casos diagnosticados como MUC, QA e 
CEL. As lâminas coradas por Hematoxilina e Eosina foram analisadas simultaneamente por 
três examinadores para determinação da presença ou não de displasia epitelial nas QAs, bem 
como para determinação do grau de diferenciação histopatológica dos CELs, seguindo os 
critérios estabelecidos pela OMS utilizando microscópio multi-observador.  
Amostras em que houveram discordância entre os examinadores quanto ao diagnóstico 
histopatológico ou que não foi possível a execução de todas as etapas referente à preparação 
histológica e à técnica de imuno-histoquímica foram excluídas do trabalho. O número de 
casos ao final do processo de seleção foi de: vinte casos de MUC, trinta de QAs e trinta de 
CELs.  
 
3.4 Imuno-histoquímica 
 Os procedimentos para a realização da técnica de imuno-histoquímica foram 
realizados no Laboratório de Patologia Bucal da UFSC. Foi empregada a reação de imuno-
histoquímica pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase, para avaliação das proteínas 
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b.  
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 Para cada antígeno foi obtido uma secção tecidual de 3 μm de espessura dos blocos de 
parafina. Tais secções foram distendidas em lâminas silanizadas e levados à estufa a 60ºC por 
1 hora e colocadas no xilol I overnight. 
 Posteriormente, as lâminas foram colocadas no xilol II por 20 minutos e assim os 
cortes sofreram desparafinização em xilol e foram reidratados em uma sequência decrescente 
de etanol constituída por cinco passagens de cinco minutos cada, começando pelo etanol 
absoluto (I, II e III), seguida pelo etanol 95% e etanol 85%. As lâminas posteriormente foram 
lavadas em água destilada por 10 minutos. 
 A peroxidase endógena foi bloqueada, no escuro, com peróxido de hidrogênio a 6% 
em metanol, por 20 minutos duas vezes. Seguido pela lavagem em PBS e água destilada. Para 
a recuperação dos sítios antigênicos (que eliminam as reações cruzadas entre as moléculas de 
formalina e proteína, caso contrário prejudicaria a interação entre antígeno-anticorpo e 
consequente a marcação imuno-histoquímica) foi realizado o tratamento das secções teciduais 
com tampão citrato 0,01M em banho-maria por 50 minutos a 96º C. Depois aguardou-se 
esfriar por 30 minutos, e deu-se 2 banhos de PBS, 5 minutos cada. 
 O bloqueio de ligações inespecíficas ocorreu por meio da incubação com leite em pó 
desnatado 5% em solução tampão Phosphate-buffered saline - PBS, à temperatura ambiente, 
por 40 minutos, seguida de 2 lavagens com PBS de 5 minutos. Após, foi usada uma caneta 
hidrofóbica para a demarcação dos cortes. 
 A seguir os cortes foram incubados com os anticorpos primários anti-DNMT1 (IMG- 
261A, diluição 1:1500, Imgenex®, San Diego, EUA), anti-DNMT3a (IMG-268A, diluição 
1:700, Imgenex®, San Diego, EUA) e anti-DNMT3b (IMG-184A, diluição 1:700, Imgenex®, 
San Diego, EUA), a 4ºC, overnight. 
 
Tabela 1 – Concentração dos anticorpos para DNMTs 
 Anticorpos   Concentração   
 
DNMT1 
DNMT3a 
         1:1500  
         1:700  
DNMT3b          1:700  
FONTE: Dados da pesquisa 
 
 Após o tempo de incubação do anticorpo primário os cortes foram submetidos a dois 
banhos de PBS e então incubados com o anticorpo secundário LSAB (DAKO, Carpinteria, 
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EUA), o primeiro frasco do kit LSAB utilizado possuía o anticorpo secundário anti-IgG 
deixado sobre o corte por 30 minutos, após 2 banhos de PBS de 5minutos, em seguida foi 
utilizado o segundo frasco possuía streptavidina-biotina-peroxidase deixada por 30 minutos 
sobre o corte, ambas em temperatura ambiente. Após mais 2 banhos de 5min de PBS. A 
revelação da reação ocorreu em incubação com o cromógeno diaminobenzidina 
(DAB+Substrate Chromogen System®, DAKO North America Inc., Carpinteria, EUA) 
durante 2 minutos (esse valor foi padronizado em reações de testes anteriormente). Após 
lavagem em água destilada por 5 minutos, os cortes foram contra-corados com Hematoxilina 
de Harris, pelo tempo de dois minutos e novamente lavados em água corrente para a remoção 
do excesso do corante. 
 Após foi realizada a remoção do pigmento formólico com rápida imersão em solução 
aquosa de amônia 1% e lavado imediatamente em água corrente, durante 2 minutos. Assim, 
realizou-se a desidratação em álcool 85%, 95% e álcool etílico absoluto I, II e III cada um por 
5 minutos. Por fim, foi realizada a diafanização por 20 minutos cada em xilol I e xilol II. 
Terminada a reação foi escolhida a lamínula adequada e colocado o entellan na lâmina que foi 
preservada na estufa por 24 horas para evitar a formação de bolhas. 
 Como controle negativo, os anticorpos primários foram omitidos da sequência da 
reação, em vez deles foi colocado somente o diluente de anticorpo. Espécimes de placenta 
foram utilizados em cada reação como controle positivo da imunorreatividade contra 
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b, conforme determinado previamente. 
3.5 Avaliação da Imunorreatividade 
 As lâminas tiveram a sua identificação mascarada de forma que a captura das imagens 
e a análise da imunorreatividade foi realizada por um examinador cegado. Foram capturados 
cinco campos equidistantes de cada lâmina, em aumento de 400x, envolvendo sempre a zona 
basal do epitélio, por meio de microscópio óptico binocular (Axiostar Plus, Carl Zeiss, 
Oberkochen, Alemanha), acoplado a um sistema de aquisição de imagem digital (A620, 
Cannon, Lake Success, NY, USA), e a um microcomputador (HP Compaq 6005, São Paulo, 
Brasil), onde foram armazenadas as imagens. 
 Para avaliação, foi empregado o software para análise de imagens digitalizadas ImageJ 
versão 1.41o (National Institute of Health, Bethesda, EUA). Os núcleos e os citoplasmas 
corados em marrom (células positivas) e em azul (células negativas) foram contados por meio 
do software e a média de núcleos e citoplasmas positivos de cada caso foi calculada. Assim, 
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determinou-se a proporção das células positivas para cada amostra, expressa em porcentagem. 
Estes valores foram submetidos a uma análise estatística para comparação entre os grupos. 
3.6 Análise dos dados 
 A comparação da imunopositividade nuclear e citoplasmática para cada DNMT entre 
cada grupo e a sua correlação com o grau de displasia epitelial nos casos de QA e 
diferenciação histopatológica dos CEL foi realizada por meio do teste de Kruskal-Wallis. 
Considerou-se significantes valores de p<0,05. Todos os dados coletados foram organizados 
em planilha eletrônica e posteriormente analisados no software SPSS® versão 11 (SPSS Inc., 
Headquarters, EUA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  39 
 
 
4 RESULTADOS 
 
Este projeto estudou a expressão imuno-histoquímica das enzimas DNMT1, DNMT3a 
e DNMT3b no epitélio de 30 casos de QA, no epitélio neoplásico de 30 casos de CEL e no 
epitélio de 20 casos de MUC pelo método estreptavidina-biotina-peroxidase. Os casos 
identificados como MUC foram compostos por fragmentos de mucosa oriunda de biópsias de 
mucocele onde o epitélio de revestimento pavimentoso estratificado apresentava-se íntegro e 
relativamente livre de inflamação, sendo assim usada como o controle para comparação de 
um epitélio não-neoplásico. Os casos de QA exibiam revestimento epitelial ora acantótico, ora 
atrófico e com grau de displasia previamente determinado de acordo com os critérios da 
OMS, sendo classificados em: displasia leve (10 casos), displasia moderada (14 casos) e 
displasia severa (8 casos). A lâmina própria exibiu graus variados de degeneração basofílica 
do colágeno e inflamação. Os casos de CEL estudados foram compostos tanto por lesões em 
que o epitélio neoplásico ainda permanecia revestindo a mucosa, como por casos em que a 
úlcera estava consolidada e a maior parte do epitélio transformado encontrava-se disposto em 
ilhas e cordões que invadiam o tecido conjuntivo adjacente. O grau de diferenciação da lesão 
foi determinado de acordo com os critérios da OMS, classificando-os em bem diferenciado 
(12 casos), moderadamente diferenciados (8 casos) e pouco diferenciados (10 casos) 
(BARNES, 2005). 
Em cada um dos casos, independentemente do diagnóstico, foram fotografados 5 
campos equidistantes e contados os núcleos e citoplasmas positivos, além do total de células 
do campo, sendo os resultados apresentados na forma de “Média (± Desvio padrão)”. Além 
disso, foi feita a observação morfológica dessa marcação, que mostrou um padrão de divisão 
do epitélio em terço basal, terço médio e terço superior.  No caso específico dos CELs, é 
importante ressaltar que o terço basal incluía as áreas de invasão nos casos em que o epitélio 
neoplásico ainda permanecia revestindo a mucosa e a zona periférica das ilhas e cordões de 
epitélio neoplásico naqueles casos em que a ulceração já havia acontecido. Os resultados 
estão apresentados nas tabelas a seguir.  
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Tabela 2 - Intensidade da imunomarcação para as DNMTs nas lesões estudadas 
Enzima  MUC QA CEL 
DNMT 1 
Terço basal Núcleo +++ ++/+++ -/+/++ 
Citoplasma +++ ++/+++ ++/+++ 
Terço médio Núcleo +++ ++/+++ ++/+++ 
Citoplasma ++/+/- +/- +/- 
Terço superior Núcleo +++ ++/+++ ++/+++ 
Citoplasma ++/+/- +/- +/- 
DNMT 3a 
Terço basal Núcleo -/+ + -/+ 
Citoplasma ++ + +/++ 
Terço médio Núcleo - -/+ - 
Citoplasma + - - 
Terço superior Núcleo - - - 
Citoplasma + - - 
DNMT 3b 
Terço basal Núcleo + +/++ ++/+++ 
Citoplasma -/+ -/+ -/+ 
Terço médio Núcleo ++ ++/+++ ++/+++ 
Citoplasma - - - 
Terço superior Núcleo ++ ++/+++ ++/+++ 
Citoplasma - - - 
FONTE: Dados da pesquisa 
DESCRIÇÃO: MUC (mucocele), QA (queilite actínica) e CEL (carcinoma epidermóide 
labial). - ausência de marcação, + marcação fraca, ++ marcação moderada, +++ marcação 
fortemente positiva. 
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Tabela 3 - Porcentagem de imunomarcação para as DNMTs nas lesões estudadas. 
Enzima  MUC QA CCEL 
DNMT 1 
Núcleo 47,0% (±33,3%) 69,8% (±27,5%) 68,6% (±29,5%) 
Citoplasma 59,4% (±32,5%) 58,9% (±33,4%) 72,5% (30,8%) 
DNMT 3a 
Núcleo 4,4% (±5,2%) 35,9% (±31,3%) 8,8% (±22,9%) 
Citoplasma 16,1% (±12,1%) 35,5% (±26,9%) 13,2% (±16,3%) 
DNMT 3b 
Núcleo 37,9% (±34,2%) 44,0% (±29,0%) 70,9% (±29,4%) 
Citoplasma 9,1%(±8,7%) 7,2% (±7,3%) 7,9% (±8,5%) 
FONTE: Dados da pesquisa 
DESCRIÇÃO: MUC (mucocele), QA (queilite actínica) e CEL (carcinoma epidermóide 
labial). Média (± Desvio padrão) 
 
 
Tabela 4 - Porcentagem de imunomarcação para as DNMTs de acordo com o 
grau de displasia epitelial nos casos de QA. 
Enzima  DL (n10) DM (n14) DS (n6) 
DNMT 1 Núcleo 69,0% (±18,9%) 72,9% (±31,3%) 64,0% (±33,6%) 
Citoplasma 62,6% (±34,5%) 59,0% (±33,8%) 52,4% (±35,8%) 
DNMT 3a Núcleo 29,0% (±27,5%) 36,1% (±32,7%) 46,7% (±39,0%) 
Citoplasma 29,2% (±20,1%) 39,3% (±31,2%) 37,2% (±30,9) 
DNMT 3b Núcleo 41,2% (±24,8%) 47,0% (±28,3%) 41,7% (±40,6%) 
Citoplasma 4,9% (±4,7%) 9,7% (±8,8%) 5,1% (±5,5%) 
FONTE: Dados da pesquisa 
DESCRIÇÃO: DL: QA com displasia leve, DM: QA com displasia moderada, DS: QA com 
displasia severa, n: número de casos. Média (± Desvio padrão) 
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Tabela 5 - Porcentagem de imunomarcação para as DNMTs de acordo com a 
gradação histopatológica nos casos de CEL. 
Enzima  
BD (n12)  MD (n8) PD (n10) 
DNMT 1 Núcleo 66,2% (±25,3%) 87,0% (±31,8%) 62,7% (±33,5%) 
Citoplasma 89,9% (±22,6%) 84,7% (±32,5%) 72,0% (±37,8%) 
DNMT 3a Núcleo 18,6% (±33,1%) 10,4% (15,0%) 8,1% (±11,3%) 
Citoplasma 24,4% (±20,2%) 15,2% (±15,4%) 19,3% (±16,0%) 
DNMT 3b Núcleo 79,4% (±22,8%) 69,7% (±29,7%) 67,2% (±23,7%) 
Citoplasma 8,0% (±8,44%) 13,3% (±9,9%) 3,4% (±4,7%) 
FONTE: Dados da pesquisa 
DESCRIÇÃO: BD: CCEL bem diferenciado, MD: CCEL moderadamente diferenciado, PD: 
CEL pouco diferenciado, n: número de casos. Média (± Desvio padrão) 
 
4.1 DNMT1 
A observação morfológica da marcação para a DNMT1 no epitélio de revestimento 
das MUC mostrou um padrão de divisão deste tecido em terço basal, terço médio e terço 
superior. Na maioria dos casos estudados a marcação nuclear e citoplasmática foi intensa 
(+++) no terço basal, sendo que a marcação citoplasmática tornava-se moderada, fraca até 
negativa (++/+/-) nos terços médio e superior, sem alteração na intensidade da marcação 
nuclear (Fig. 1A). No entanto, alguns casos exibiram núcleos negativos no terço basal (-). 
Todos os casos de QA estudados exibiram marcação positiva para o anticorpo anti-
DNMT1, havendo variação no padrão de distribuição e intensidade de marcação. A maioria 
dos casos apresentava positividade nuclear e citoplasmática de moderada a intensa (++/+++) 
no terço basal.  Nos terços médio e superior os núcleos permaneciam com o mesmo padrão de 
expressão, porém o citoplasma passava a exibir marcação menos intensa ou até ausência de 
marcação (+/-) (Fig. 1B). Esse quadro foi observado principalmente nos casos classificados 
como displasia leve e moderada. No entanto, os casos de QA com displasia severa mantinham 
o citoplasma com positividade de moderada a intensa (++/+++) também nesses terços.  
A expressão da DNMT1 nos CELs mostrou variação em distribuição e intensidade, 
principalmente quando se compara o terço basal com os terços médio e superior do epitélio 
neoplásico. Assim sendo, observou-se um padrão de distribuição predominante, onde as 
células presentes no terço basal apresentavam imunomarcação citoplasmática predominante 
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em quantidade de células e intensidade de marcação (++/+++) quando comparada a marcação 
nuclear, menos intensa e em menor número de células (-/+/++). Já nos terços médio e superior 
observa-se o aumento no número e na intensidade de células com núcleos marcados 
(++/+++), bem como a diminuição da intensidade e do número de citoplasmas positivos (-/+) 
(Fig. 1C). Nos casos em que o fragmento de tecido apresentava área de QA adjacente ao CEL, 
a imunomarcação presente na QA foi mais intensa que no CEL.  
Quando compara-se os casos de CEL de acordo com o grau de diferenciação 
observamos que os casos de CELs bem diferenciados apresentavam imunomarcação 
citoplasmática forte (+++), principalmente no terço basal, que se atenuava conforme 
alcançava os terços médio e superior (+). Já a marcação nuclear manteve-se mais constante 
em intensidade, sendo moderada em todos os terços (++).  No estudo dos CELs 
moderadamente diferenciados, observou-se predominância da marcação nuclear, sendo 
moderadamente positiva no terço basal e médio (++) e ausente no terço superior (-). A 
marcação citoplasmática, apesar de fortemente positiva no terço basal (+++), atenuou-se no 
terço médio (+) e inexistia no terço superior. Nos casos pouco diferenciados o terço basal 
exibia marcação citoplasmática moderada (++) nuclear fraca ou negativa (+/-), terço médio e 
superior com ausência de marcação citoplasmática (-) e marcação nuclear moderada (++). 
Além disso, a enzima DNMT1 apresentou imunomarcação nuclear em 47% 
(±33,34%) das células epiteliais das MUC, 69,85% (±27,57%) das células das QA e 68,62% 
(±29,50%) das células dos CEL, com diferença estatisticamente significante entre a 
MUC/CEL (p<0,05 – Kruskal-Wallis). A imunomarcação citoplasmática esteve presente em 
59,42% (±32,54%) das células das MUC, 58,93% (±33,45%) das células das QA e em 
72,50% (±30,89%) das células dos CEL, sem diferença estatisticamente significante (p=0,07 
– Kruskal Wallis). Não houve correlação entre a expressão da DNMT1 e o grau de displasia 
epitelial das QA (p=0,3 – Kruskal Wallis) ou grau de diferenciação nos casos de CEL (p=0,4 
– Kruskal Wallis) . 
 
4.2 DNMT3a 
A imunomarcação para o anticorpo anti-DNMT3a no epitélio da mucosa de 
revestimento dos fragmentos de MUC foi, na maioria dos casos, citoplasmática e mais 
presente e intensa no terço basal (++) quando comparado com o terço médio e superior (+) 
(Fig. 1D). Aproximadamente 30% dos casos foram negativos.  
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No caso das QA, o terço basal exibiu marcação sempre mais intensa em relação aos 
demais terços. Mais especificamente, a maioria dos casos apresentou marcação fracamente 
positiva (+) em núcleo e citoplasma no terço basal e ausência de marcação nos outros terços 
(Fig. 1E). Na comparação entre marcação para a DNMT3a e o grau de displasia presente em 
cada QA, os resultados variaram. Nas displasias leves os núcleos e citoplasmas do terço basal 
foram fracamente positivos (+) e as células dos demais terços foram negativas. Na displasia 
moderada o mesmo padrão foi observado, no entanto uma quantidade significativa de casos 
exibiu também positividade nuclear fraca (+) no terço médio. Na displasia severa o terço 
basal apresentou núcleos e citoplasmas fracamente positivos (+) e o terço médio somente 
núcleos positivos (+), a semelhança de diversos casos de displasia moderada. 
Aproximadamente 30% dos casos de CEL não exibiram imunomarcação para o 
anticorpo anti-DNMT3a. Nos casos positivos observou-se a maior presença e intensidade 
(+/++) de marcação no citoplasma das células do terço basal e alguns núcleos fracamente 
positivos (+) (Fig. 1F). Observou-se também uma tendência a ausência de marcação nas 
células que exibiam muito pleomorfismo. Nos casos de CEL que mostravam áreas de QA na 
periferia dos cortes, observou-se que havia um decréscimo da presença e intensidade de 
marcação na transição da QA para o CEL. No cruzamento do padrão de marcação com o grau 
de diferenciação das lesões, os resultados variaram. Metade dos casos de CEL bem 
diferenciados foi negativo e outra parte significativa dos casos apresentou um terço basal com 
citoplasmas fracamente positivos (+). Nos CELs moderadamente diferenciados a maioria dos 
casos exibiu o terço basal com citoplasma positivo (+/++). A maioria do casos pouco 
diferenciados foi negativa e uma quantidade significativa apresentou marcação citoplasmática 
fraca (+) no terço basal. 
Além disso, observou-se imunomarcação nuclear para a enzima DNMT3a em 4,49% 
(±5,28%) das células epiteliais das MUC, 35,9% (±31,3%) das células das QA e 8,84% 
(±22,92%) das células dos CEL, com diferença estatisticamente significante entre a MUC/QA 
e entre QA/CEL (p<0,05 – Kruskal-Wallis). A imunomarcação citoplasmática esteve presente 
em 16,19% (±12,18%) das células das MUC, 35,54% (±26,91%) das células das QA e em 
13,29% (±16,39%) dos CEL, com diferença estatisticamente significante entre MUC/QA e 
CEL/QA (p<0,05 – Kruskal Wallis).   
Ao se correlacionar a expressão desta enzima com o grau de displasia epitelial nas 
QAs e grau de diferenciação nos CELs, não se verificou diferença estatisticamente 
significante. Entretanto, no caso das QAs, pôde-se perceber que houve um nítido aumento na 
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sua expressão em função da maior gravidade da displasia epitelial (29,09% para displasia 
leve, 36,17% para displasia moderada e 46,79% para displasia severa). De forma inversa, no 
caso dos CELs observou-se uma redução da sua expressão em função do menor grau de 
diferenciação (16,31% para CELs bem diferenciados, 5,78% para aqueles moderadamente 
diferenciados e 0,91% para os pouco diferenciados). 
 
4.3 DNMT3b 
Parte significativa dos casos de MUC não exibiu marcação para o anticorpo anti-
DNMT3b. Nos casos positivos, o padrão de marcação foi nuclear e variou em localização e 
intensidade de marcação, sendo que o terço basal do epitélio apresentava normalmente menor 
número de células e menor intensidade de marcação (+) quando comparado aos terços médio 
e superior (++) (Fig. 1G). 
No caso das QA, a imunomarcação nuclear foi encontrada na maioria dos casos e 
somente 6 casos apresentaram marcação citoplasmática (concentrada em algumas células 
basais e com intensidade tênue (+)). O padrão da marcação nuclear variou pouco em 
distribuição e intensidade aparecendo normalmente em menor intensidade e número de 
células no terço basal (+/++) quando comparado aos terços médio e superior (++/+++) (Fig. 
1H). Na comparação entre a imunomarcação da DNMT3b e o grau de displasia, as QAs com 
displasia leve e moderada exibiram marcação nuclear fraca ou moderada (+/++) e as 
displasias severas exibiram positividade forte (+++).  
Nos espécimes de CEL estudados a marcação foi predominantemente nuclear estando 
presente na grande maioria das células e variando pouco em intensidade (++/+++) (Fig. 1I), 
com poucos casos exibindo marcação citoplasmática fraca (+). Não houve diferença na 
observação morfológica em relação ao grau de diferenciação entre os casos estudados. 
Além disso, observou-se expressão nuclear em 37,91% (±34,27%) das células 
epiteliais das MUC, 44,07% (±29,04%) das células epiteliais das QA e 70,90% (±29,48%) das 
células neoplásicas dos CEL, com diferença estatisticamente significante entre a MUC/CEL e 
entre QA/CEL (p<0,0001 – Kruskal-Wallis). A imunomarcação citoplasmática esteve 
presente em 9,15% (±8,76%) das células das MUC, 7,23% (±7,3%) das células das QA e em 
7,93% (±8,55%) dos CEL, sem diferença estatisticamente significante (p=0,66 – Kruskal 
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Wallis). Não houve correlação entre a expressão desta enzima com o grau de displasia 
epitelial das QA ou com grau de diferenciação nos casos de CEL. 
    
             MUC                                        QA                                       CEL 
 
Figura 1: imunoexpressão das DNMTs em MUC, QA e CEL. Aumento de 400x. 1A a 1C 
imunoexpressão da DNMT1. 1D a 1F imunoexpressão da DNMT3a. 1G a 1I imunoexpressão 
da DNMT3b. 
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5 DISCUSSÃO 
 
A oncogênese é resultado dos mecanismos de alterações genéticas e das alterações 
epigenéticas. As alterações epigenéticas modificam os padrões de expressão gênica sem afetar 
a sequência de DNA primário, envolvem tanto a perda quanto o ganho de metilação de DNA 
e podem iniciar a proliferação das células durante os estágios iniciais da transformação 
maligna. Embora tenham sido conhecidas mais recentemente, as alterações epigenéticas 
ocorrem com mais frequência do que as mutações, amplificações e translocações genéticas, 
nas quais ocorre mudança na sequência do DNA. Essas alterações epigenéticas podem 
persistir por toda a vida da célula e até mesmo por várias gerações (KYRGIDIS, TZELLOS e 
TRIARIDIS, 2010). A hipermetilação de genes resulta no seu silenciamento enquanto a 
hipometilação resulta no aumento da sua transcrição (EGGER et al., 2004; BAYLIN E OHM, 
2006; HA E CALIFANO, 2006). 
 A falha na regulação de qualquer um desses mecanismos leva à expressão inadequada 
de um gene, podendo resultar no desenvolvimento de cânceres e outras doenças, (FEINBERG 
E TYCKO, 2004; FEINBERG, OHLSSON E HENIKOFF, 2006), entre elas destacam-se os 
cânceres de pele e doenças auto-imunes. Dos cânceres de pele, os mais comuns são: 
carcinomas basocelulares, carcinoma epidermóide, melanoma e linfoma de pele; e das auto-
imunes relacionadas com a pele são: psoríase, lúpus, dermatite atópica e vitiligo (LI, 
SAWALHA E LU, 2009). Além disso, as alterações epigenéticas levam ao aumento de risco 
de algumas doenças sistêmicas como: diabetes, obesidade e doenças cardíacas (DOLINOY, 
2008; DUTHIE, 2011). 
A hipermetilação é realizada pelas enzimas denominadas DNA metiltransferases 
(BAYLIN, 2002; JONES E BAYLIN, 2002; SAWADA et al., 2007), e seu padrão de 
expressão já foi descrito anteriormente em outros processos de doença, principalmente os 
processos neoplásicos (ROBERTSON et al., 1999; OGI et al., 2002; CHOI et al., 2003; 
ARAI et al., 2006; SAWADA et al., 2007; DANIEL et al., 2010). No entanto, esse é o 
primeiro trabalho que investiga o papel das DNMTs no processo de carcinogênese labial. Para 
isso foi estudada a expressão imuno-histoquímica das DNMTs 1, 3a e 3b em mucosa 
revestida por epitélio normal, sendo utilizada a mucocele (MUC), em queilites actínicas (QA) 
e carcinomas epidermóide de lábio (CEL).  
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 Gronninger et al., (2010), por meio do estudo  da relação entre a exposição à radiação 
ultravioleta e a hipermetilação do DNA, demonstraram que quanto maior a exposição, maior 
a hipermetilação  confirmando assim o importante papel da exposição crônica aos raios UV 
na metilação do DNA  (GRÖNNIGER et al., 2010). 
A DNMT1 é a enzima responsável por manter o padrão de metilação após cada ciclo 
de replicação do DNA e, em células normais, é responsável pela manutenção do padrão 
preciso de metilação durante a mitose, portanto espera-se um aumento da sua expressão em 
tecidos em proliferação. Neste trabalho, quando observou-se a intensidade de 
imunomarcação, o terço basal apresentava significativa presença citoplasmática e nuclear da 
DNMT1, com decréscimo da intensidade de marcação citoplasmática nos terços médio e 
superior da QA e do CEL. Assim pode-se constatar que a DNMT1 está presente tanto no 
núcleo como no citoplasma das células do epitélio normal, porém quando este epitélio sofre 
as alterações pré-malignas e malignas, a expressão citoplasmática diminui em intensidade e 
passa a predominar a marcação nuclear, fato condizente com o local de ação dessa enzima 
durante a proliferação tecidual. Já na observação quantitativa do número de núcleos positivos 
para a DNMT1 observou-se diferença estatisticamente significante na comparação entre 
MUC e o CEL, sendo a marcação nuclear sempre mais presente nos tecidos doentes quando 
comparados ao tecido normal. Essa predominância da imunoexpressão nuclear da DNMT1 
nos tecidos pré-neoplásicos (QA) e neoplásicos (CEL) em comparação com tecido não-
neoplásico pode ser explicada pelo fato de essas células doentes apresentarem uma taxa de 
proliferação aumentada, necessitando de maior quantidade de DNMT1, pois é justamente 
durante a duplicação do DNA que ela exerce sua função, mantendo o padrão de metilação do 
DNA da célula-mãe (JONES E BAYLIN, 2002). Além disso, a sobre-expressão da DNMT1 
leva a um padrão de metilação descontrolado em genes supressores tumorais, fato que 
atrapalharia a sua função e, portanto facilitaria a progressão de processos neoplásicos (ZHU et 
al., 2007). 
O incremento da expressão da DNMT1 nestas amostras de tecidos doentes está de 
acordo com outros estudos (YANG et al., 2011; GAO et al., 2013; LEE et al., 2013) que 
verificaram sobre-expressão de DNMT1 em tecidos neoplásicos de bexiga, cólon, rim, 
pâncreas, fígado, estômago e ovário, bem como Zhu et al.(2007) que encontraram maior 
número de células positivas em CE colo-retal, quando comparado com tecido normal. 
As DNMT3a e DNMT3b estão envolvidas na adição de grupos metil ao DNA que não 
tenha sido previamente metilado, processo denominado de metilação de novo (BIRD, 1999; 
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ZHU et al., 2007). No câncer, a sobre-expressão destas enzimas pode ser uma das principais 
responsáveis pela hipermetilação de genes supressores tumorais, conferindo às células uma 
importante vantagem ao perder o controle de sua proliferação (JONES E BAYLIN, 2002).  
A sobre-expressão da DNMT3a já foi previamente relatada em tecidos neoplásicos de 
bexiga, colón, rim e pâncreas (ROBERTSON et al., 1999), em tecido hepático neoplásico e 
pré-neoplásico (CHOI et al., 2003) e em CE intra-oral (DANIEL et al., 2010). Este trabalho 
demonstrou que há um pico de expressão da enzima DNMT3a na fase pré-neoplásica (QA) 
em comparação com o tecido normal (MUC) e com o tecido neoplásico (CEL). Além disso, 
observou-se um aumento progressivo de sua expressão em função da maior severidade da 
displasia epitelial (leve, moderada e severa) na QA e sua redução em função da menor 
diferenciação celular no CEL (bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco 
diferenciado) sugerindo, mais especificamente, que este pico de expressão dessa proteína 
aconteça na transição da displasia severa para o carcinoma epidermóide bem diferenciado, ou 
seja, na fase exata de transformação maligna. Com base nestes resultados pode-se inferir que 
a enzima DNMT3a exerça um papel importante na nas etapas iniciais da carcinogênese (fase 
pré-maligna), com ênfase na fase de transição entre doença pré-maligna e doença maligna, 
contribuindo através do silenciamento de genes supressores tumorais.  
A DNMT3b mostrou uma tendência ao aumento de expressão nuclear conforme o 
aumento gravidade da doença estudada. Essa tendência foi observada tanto na análise do 
número de células positivas quanto na análise da intensidade de marcação. Esse padrão de 
expressão imuno-histoquímica é fortemente sugestivo do importante papel dessa enzima 
durante o processo de transição entre a ausência de malignidade (MUC), a pré-malignidade 
(QA) e a malignidade estabelecida (CEL). Além disso, a localização predominante dessa 
enzima no núcleo, com baixa expressão citoplasmática, leva a crer que a sua produção é 
imediatamente seguida de seu transporte para o núcleo, denotando seu rápido acesso ao DNA 
e instalação de um novo padrão de metilação do mesmo. A sobre-expressão da DNMT3b já 
havia sido relatada previamente em neoplasias de bexiga, cólon, rim e pâncreas 
(ROBERTSON et al., 1999), porém não foi observada previamente em CE intra-orais 
(DANIEL et al., 2010). 
Nosso grupo de trabalho já havia investigado previamente a presença das enzimas 
DNMTs 1, 3a e 3b em CEs intra-orais (lesão maligna) e leucoplasias bucais (lesão 
potencialmente malignizável), e havia encontrado uma maior incidência da imunorreatividade 
nuclear para DNMT3a nos casos de CE bucal (39,9%), quando comparado ao epitélio normal 
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(22,6%) (DANIEL et al., 2010). Quando correlacionamos os resultados obtidos neste projeto 
com os resultados obtidos em nosso estudo prévio, pudemos observar que as enzimas DNA 
metiltransferases estudadas parecem exercer um papel mais importante no caso da 
carcinogênese induzida pela radiação ultravioleta, também chamada de fotocarcinogênese, do 
que no caso da carcinogênese química induzida pelo tabaco, por isso, nos parece mais 
apropriado que os CEL sejam mais bem comparados aos CE de pele do que aos CE intra-
orais. Neste contexto, Vahnharanta e Massagué (2012) sugerem que o silenciamento 
epigenético do gene Notch, um gene supressor tumoral, possa ser um possível mecanismo 
envolvido no desenvolvimento da ceratose actínica, o correspondente da QA em pele, e do 
CE de pele, ambas as doenças que tem como fator etiológico principal a exposição crônica e 
excessiva à radiação ultravioleta. Embora não tenhamos investigado o silenciamento de 
nenhum gene específico nos grupos estudados, pode-se inferir que o aumento da expressão 
das DNMTs estudadas nas células epiteliais labiais possa levar a um descontrole no padrão de 
metilação do DNA e assim contribuir para as alterações necessárias ao desenvolvimento do 
CEL (VANHARANTA E MASSAGUÉ, 2012). 
Com os avanços sobre a epigenética do câncer, tem-se desenvolvido inibidores de 
DNA metiltransferases (DNMT), como: 5-azacitidina e decitabina, utilizadas para o 
tratamento de doenças malignas (GORE, 2005). O uso de inibidores epigenéticos junto com 
os agentes terapêuticos tradicionais anticâncer parece muito promissor como uma ferramenta 
para melhorar a sensibilidade do câncer (SUZUKI et al., 2007). No entanto, a maioria destes 
agentes terapêuticos tem mostrado algumas desvantagens, sendo tóxicas. Porém a chance de 
compensar as alterações epigenéticas orientadas em células de câncer abre um promissor 
futuro possível para os cuidados com o CE de boca (MASCOLO et al., 2012).  
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6 CONCLUSÕES 
 
Com base nos resultados deste estudo: 
- A enzima DNMT1 apresentou maior imunorreatividade nuclear nos casos de QA e 
de CEL, quando comparado com a MUC; 
- A enzima DNMT3a mostrou maior imunorreatividade nuclear e citoplasmática nos 
casos de QA comparado a MUC e CEL;  
- A enzima DNMT3b apresentou maior imunorreatividade nuclear nos casos de CEL 
quando comparado com a MUC e QA; 
- Não houve correlação da expressão imuno-histoquímica das enzimas com o grau 
de displasia epitelial nas QA e com a diferenciação histopatológica nos CEL.  
Dessa forma pode-se concluir que: o aumento da expressão destas enzimas pode 
estar relacionado com a carcinogênese labial induzida pela radiação solar, seja na sua fase 
pré-maligna de QA (DNMT1 e DNMT3a) ou no CEL já instalado (DNMT1 e DNMT3b). 
Sendo assim, estas enzimas deverão ser alvo de futuros estudos por nosso grupo objetivando 
confirmar estes resultados por meio de metodologias mais acuradas como PCR quantitativo. 
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